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RESUME. — Dans le cadre d’une recherche sur la division de 1 'Amphidinium carterae Hul¬ 
burt nous avons etudie les effets de l'Isopropyl-N-Phenyl Carbamate (IPC) sur la croissance 
et les structures de ces algues. Nos resultats montrent que 1’IPC inhibe la croissance cellu- 
laire. 11 semble initier la mitose et bloquer la cytodidrese. 

L'analyse des ultrastructures nous a permis de preciser quelques aspects de la dinomitose 
et de suggerer que cet herbicide agit au niveau de centres organisateurs de microtubules 
(MTOCS). 

SUMMARY. Studying the division of Amphidinium carterae Hulburt we looked for the 
effects of IPC on growth and structures of these algae. Our results show the inhibition of 
cellular growth by IPC. In presence of the drug mitosis starts and cytodieresc is prevented. 

Ultrastructures analysis gives some informations on dinomitosis and suggests that this 
herbicide could act on the microtubules organizing centers (MTOCS). 

I. INTRODUCTION 

L’Isopropyl-N-Phenyl Carbamate (IPC) ou pronamide est un herbicide connu 
pour son action inhibitrice de la croissance cellulaire et de la cytodierese (DO- 
XEY. 1949; ENNIS, 1948). Contrairement h. la colchicine (BORISY and TAY¬ 
LOR, 1967) 1’IPC ne semble pas se lier aux proteines microtubulaires et n’inhibe 
pas in vitro leur polymerisation (COSS and coll., 1975). Cette drogue n’a pas 
d’action sur les microtubules deja presents (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974) 
mais semble modifier l’orientation des microtubules fusoriaux en formation 
chez Haemanthus (HEPLER and JACKSON, 1969), Ochromonas (BROWN and 
BOUCK, 1974) et provoquer l’augmentation du nombre de centres organisateurs 
de microtubules (MTOCS) dans les cellules d’Oedogonium (COSS and PICKETT- 
HEAPS, 1974). 

Dans le cadre d’une recherche sur la division de VAmphidinium carterae 
(Dinoflagelles) (MATTHYS-ROCHON, 1979), nous avons utilise 1’IPC afin de 
bloquer ou de ralentir Involution de la dinomitose pour mieux en comprendre 
les mecanismes. 
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En effet, chez les Dinoflagelles il  n’y a pas de fuseau achromatique intranu- 
cleaire, mais dans la plupart des especes, au moment de la division, des microtu¬ 
bules extranucleaires situes dans des canaux sont presents. Leur role dans la 
caryocinese n’est pas clair. En particular, ils pourraient etre responsables de la 
separation des chromatides puis de leur segregation dans les noyaux-fils, cette 
hypothese n’excluant pas un role probable de la membrane nucleaire dans le 

mouvement des chromosomes. 

Nous avons done etudie Taction de 1’IPC sur la croissance de populations 
algales (asynchrones et synchronisees) et observe en microscopie photonique et 

electronique, les effets de 1'IPC au niveau cellulaire. Cette etude nous a permis 
de preciser quelques aspects de la dinomitose. 

II. MATERIEL ET MfiTHODES 

a) Technique de culture et de synchronisation 

Les cultures d’Amphidinium carterae sont entretenues a 22°C dans un milieu 

a base d’eau de mer, enrichi en vitamines et sels mineraux (PROVASOLI, 1958) 
avec une periodicite d’eclairement 12-12. Dans certaines experiences, elles ont 
etc synchronisees par une alternance de lumiere et d’obscurite selon une me- 
thode mise au point dans notre laboratoire (GALLERON, 1976). La croissance 
cellulaire est suivie par comptage des cellules a l’aide d’un compteur-coulter 

(Coultronics, modele 3 F). 

c) Observations cytologiques 

Pour la microscopie photonique, les cellules ont etc observees sans coloration 
apres simple immobilisation par quelques gouttes de chloroforme ou d’ether. 
Les cellules preparees pour la microscopie electronique (MATTHYS-ROCHON, 
1979) sont prelevees pendant la periode de lumiere dans le cas de cellules asyn¬ 
chrones (fig. A), apres des temps de 1 a 7 jours et au cours des 24 heures d’un 
cycle pour les cellules synchronisees (fig. B, FI, F2, F3, F4). Des cellules traitees 
par 1’IPC puis reensemenc6es dans un milieu depourvu de drogue ont aussi 
ete fixees pour en etudier les ultrastructures. L’ensemble des observations a 
ete realise a l’aide du microscope Philips OPW de l’Ecole Normale Superieure 
de Jeunes Filles, 1 rue Maurice Arnoux, 92120 Montrouge). 

c) Traitement du materiel 

L’isopropyl-N-phenyl carbamate a ete dissous dans l’acetone. Nous avons 
verifie que ce solvant ajoute aux cultures (concentration finale, 0,15% v/v) 
n’avait pas d’effet sur les cellules (fig. A. Tac : temoin en presence d’acetone). 
Les teneurs finales en IPC ont varie de 3 a 20Aig/ml de culture. Dans tous les 
cas le produit a ete ajoute au debut de l’experience (voir P : adjonction du pro- 
duit fig. A et fig. B). Les temps d’action ont ete etales de quelques heures a 

7 jours. 
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III.  RESULT ATS 

a) Effets de 1’IPC sur la croissance cellulaire 

Les courbes representant devolution de populations cellulaires au cours du 
temps, en presence d’lPC montrent que ce produit, ajoute des le premier jour 
pour les cultures asynchrones et au debut de l’interphase dans le cas des cellules 
synchronisees, entraine une inhibition de la croissance chez VAmphidinium 

carterae (fig. A, B - D1 50 = 10,5 Mg/ml). Cet effet se manifeste des la premiere 
division comme le suggere l’action de la drogue sur les cellules synchronisees 
(fig. B). Un arret total de la croissance est obtenu pour des doses voisines de 

12 /ig d’lPC par ml de culture. 

b) Reversibility 

Lorsque les cellules traitees sont transferees en milieu normal, la multiplica¬ 

tion peut reprendre. En fait la reversibilitc des effets inhibiteurs de 1’IPC sur la 
croissance’ de VAmphidinium carterae. est possible mais pour de faibles doses 

(3-7 /ig/ml de culture) et un temps d’action n’excedant pas 5 jours. 

c) Observations cytologiques 

Les cultures traitees presentent un aspect particulier. Pour des teneurs basses, 
la majoritc des cellules nagent dans le milieu, cependant quelques-unes qui ont 
perdu au moins un flagclle adherent aux parois. Lorsque les doses et le temps 
d’action augmentent, le nombre des cellules nageuses diminue au profit de celles 
qui adherent aux parois ou s’accumulent au fond des recipients. Une zone brune 
est alors de plus en plus marquee sur les parois tandis que le milieu semble 

s’eclaircir. 

En microscopie photonique on constate que les cellules sont de grande taille 

(V= 2V0), puis apres 2 ou 3 jours d’action de la drogue, elles forment des amas 
de 2, 3, 4 voire 5 cellules reliees par un ou plusieurs ponts cytoplasmiques 
(Pi. 1, fig. 2, 3, 4, 5, 6). Au sein des grosses cellules, on peut distinguer, sans 

coloration, un gros noyau souvent bilobe (Pi. I, fig. 2, 3). 

En microscopie electronique on peut reperer sur des sections de cellules 

traitees ou temoins des microtubules peripheriques situes sous la membrane 
cellulaire. Dans le cytoplasme des cellules traitees et contrairement au temoin en 
interphase, on peut voir plusieurs bases flagellaires (34) (Pi. HI, fig- 1) et au 
niveau plastidal 2-3 pyrenoides (Pi. HI, fig. 2). Les dictyosomes sont nombreux 
et entoures d’une grande quantite de vesicules. Pour de faibles doses (3-7 
de culture) et des temps relativement courts (quelques heures a 5 jours), les 
autres organites cytoplasmiques ne semblent pas modifies. Par contre, les noyaux 
presentent des transformations importantes (Pi. II, fig. 2) comparativement a 

ceux des cellules non traitees (Pi. 11, fig. 1). 

Le noyau a une forme irreguliere (Pi. Ill,  fig. 3) souvent bilobd dans les 
grosses cellules; dans les groupes de 2, 3, 4 cellules, une masse nucleaire est 
parfois localisee dans le pont cytoplasmique reliant deux corps cellulaires (Pi. I, 
fig. 1, 2). Les noyaux sont frequemment traverses par un (ou plusieurs) canal 
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dont les sections longitudinales sont irregulieres. Ce canal est delimitc par la mem¬ 
brane nucleaire et contient du cytoplasme, un organite (mitochondrie ou frac¬ 
tion de plaste) (Pi. IV, fig. 1, 2) et parfois des microtubules. Sur la membrane 
des canaux, on remarque des structures de type cinetochore souvent groupees 
par deux (Pi. V, fig. 1, 2). Ces «cinetochores» sont en contact du cote du cyto¬ 
plasme avec des microtubules et du cote du nucleoplasme avec des chromosomes 

de formes varices en W, V, Y. Les chromosomes ont une structure en arceaux 
caracteristique des Dinoflagelles (LIVOLANT  and BOULIGAND, 1978). Dans 
un cas exceptionnel, nous avons observe des chromosomes «geants» (Pi. VII,  
fig. 2). Enfin dans le nucleoplasme, des amas granulaires sont souvent visibles 
a proximite de plusieurs chromosomes (Pi. VII,  fig. 1). 

Des cultures traitees (7 pg IPC/ml culture, pendant 3 jours) ont ete trans¬ 
ferees en milieu depourvu de drogue. Signalons qu'avec notre materiel de tels 
transferts sont delicats et les fixations rarement reussies. Cependant, nous avons 

observe dans differents noyaux des chromosomes en V ou a 3 branches proches 
d’un grand canal (Pi. VII,  fig. 3). 

IV. DISCUSSION 

a) Action de 1'IPC sur la croissance cellulaire 

Les courbes obtenues par comptage des cellules au cours du temps en pre¬ 
sence de concentrations croissantes d’lPC (Tableau I, fig. A, B) montrent que 
cette drogue est inhibitrice de la croissance chez I'Amphidinium carterae, effet 
deja signale chez d'autres organismes, Ochromonas (BROWN and BOUCK, 
1974) , Oedogonium (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974), Saprolegnia (HEATH, 
1975) , Haemanthus (HEPLER and JACKSON, 1969). 

Il a ete possible de preciser qu’apres adjonction du produit au debut de 
l’interphase (Tableau I, fig. B), la diminution de croissance s’observe dans les 
heures qui suivent. 

b) Etude au microscope photonique de l’effet de 11PC sur les cellules 
d'Amphidinium carterae 

Chez les cellules traitees par 1’IPC on constate d'abord une augmentation de 
volume, une perte de fiagelles et un ralentissement de la nage. 

Dans les cultures synchronises, ces transformations sont decelables au cours 
de l'interphase, quelques heures apres l’adjonction de la drogue. Elies sont sem- 
blables a celles que subissent des cellules temoins, proches de la mitose apres 
10-12 heures d’interphase. Par ailleurs, on constate la presence en nombre 
croissant au cours du temps de cellules doubles, triples, quadruples qui se depo- 
sent au fond des fioles de culture. 

Ces observations suggerent que 1’IPC declenche l’entree en mitose des cellules 
alors que les cellules temoins sont encore en interphase : ces mitoses semblent 
pour la plupart anormales et restent bloquees a differents stades de la cyto- 
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c) Etude de l’effet de 1’IPC sur les ultrastructures des cellules 
A'Amphidirtium carterae (Pi. II, fig. 1, 2) 

— Action sur les organites cytoplasmiques et les noyaux : 

Une dizaine d’heures apres avoir ajoute 1’IPC, les cellules presentent des dic- 
tyosomes tres developpes, des bases flagellaires au nombre de 3 ou 4, un pyre- 
no'ide double ou triple, (Pi. Ill,  % 1, 2). De telles images suggerent qu’une mul¬ 
tiplication des organites cytoplasmiques a eu lieu en presence de la drogue. Chez les 
temoins, ces figures sont aussi visibles mais plus tardivement, au debut de la 
phase obscure, avant la caryocinese (voir dans MATTHYS-ROCHON, 1979). 

Quant aux noyaux, des l’interphase l’analyse ultrastructurale montre qu’ils 

sont traverses par de grands canaux cytoplasmiques contenant de rares micro¬ 
tubules (Pi. V, fig. 2). Dans le nucleoplasme, des chromosomes de formes variees 
(en Y, en W, ...) (Pi. II, fig. 2, Pi. VI, fig. 1, 2) sont en contact avec la mem¬ 
brane des canaux au niveau de cinetochores souvent groupes par deux (Pi. VI, 

fig. 1, 2). 

Ces figures ne sont pas habituellement reperables au cours de 1’interphase 
(periode lumineuse) d’un cycle de cellules synchronises, mais pendant la phase 
obscure (voir dans MATTHYS-ROCHON, 1979). L’lPC semble done non seule- 
ment initier la division des organites cytoplasmiques, mais aussi celle du noyau. 

De plus, ces noyaux en division qui apparaissent plus precocement que chez 

les cellules temoins sont observables au moins jusqu’a la fin du cycle, e’est-a- 
dire pendant une periode plus longue que chez les cellules normales. 

Ce fait, en facilitant les observations, nous a permis de confirmer quelques 
aspects de la dinomitose. Ainsi l’existence de nombreux groupes de deux cine¬ 
tochores au niveau des canaux montre que probablement et comme nous l’avions 
deja suggere (MATTHYS-ROCHON, 1979), cette structure se divise. 

La presence de chromosomes en W dont les pointes sont en contact avec 
deux cinetochores et l’observation de chromosomes a trois branches dans des 
noyaux de cellules traitees puis replacees en milieu normal semblent confirmer 
l’idee que, comme chez les Eucaryotes, les chromosomes achevent leur division 
par celle des cinetochores. Le chromosome a trois branches (Pi. VII,  fig. 3) 
representerait 3 des 4 branches de deux chromosomes dont l’extemite (cineto- 

chore) n’est pas encore divisee. 

- Amas granulaires dans le nucleoplasme de cellules traitees : 

On remarque sur les micrographies des amas granulaires situes a proximite de 
plusieurs chromosomes d’un meme noyau (Pi. VII, fig. 1). Ils peuvent faire 
penser a des ribosomes qui seraient formes au niveau de boucles chromosomi- 
ques peu visibles mais presentes dans le nucleoplasme comme cela a ete montre 
pour ce materiel. Chacune de ces boucles fonctionnerait comme un organisateur 
nucleolaire (NOR) et participerait a l’elaboration du nucleole (BABILLOT  C., 

1970a et b). 

- Effet de 1’IPC sur les microtubules : 

Les microtubules peripheriques sous-membranaires et ceux des bases flagel- 
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laires sont visibles apres action de l’IPC. Par contre, les microtubules des canaux 
sont peu nombreux et ne forment pas de faisceaux comme chez les temoins. 

Ces observations suggerent trois interpretations : 

• Chez VAmphidinium 1'IPC ne semble pas avoir d’action sur le cytosque- 
lette. ll  y aurait deux types de microtubules; ceux qui sont resistants a la drogue 
et font partie du squelette de base, et ceux qui sont labiles, lies a la division. Ces 
conclusions sont analogues a celles d’autres etudes concernant l’action de 1’IPC 
sur 1 ’Oedogonium (COSS and P1CKETT-HEAPS, 1974) et celle de la colchicine 
sur le Dunaliella (MARANO, 1980). 

• Apres traitement a 1’IPC, les microtubules des canaux sont peu nombreux 
mais reperables. L’lPC ne semble done pas inhiber (contrairement a la colchicine 
(BOR1SY and TAYLOR, 1967)) la formation de proteines microtubulaires et 
leur polymerisation. Des etudes in vitro (COSS and coll., 1975) ont d’ailleurs 
montre que 1’IPC ne se lie pas aux proteines microtubulaires et n’inhibent pas 
leur association. 

Dans les noyaux de cellules traitees, les microtubules presents en petit 
nombre dans les canaux ne sont pas regulierement agences, et ne forment pas 
de faisceaux comme chez les temoins. Par ailleurs, nous avons signale que dans 
les groupes de 2-3-4 cellules qui n’ont pas acheve leur cytodierese, un noyau est 
parfois localise de faqon anormale au niveau d’un pont cytoplasmique reliant 
deux cellules. Ces observations nous font penser que chez VAmphidinium 
comme chez d’autres materiels (COSS and PiCKETT-HEAPS, 1974; COSS and 
coll., 1975) 1’IPC agirait sur les centres organisateurs de microtubules (MTOCs). 
En effet, cette hypothese expliquerait une action indirecte de 1’IPC sur la forma¬ 
tion des microtubules ainsi que sur leur disposition. Enfin, en attribuant aux 
microtubules un role dans la separation des noyaux-fils, cette hypothese per- 
mettrait egalement d ’interpreter les cas de localisation anormale d’un des deux 
noyaux-fils. 

En conclusion, l’herbicide isopropyl-N-phenyl carbamate apparait etre un 
inhibiteur de croissance chez VAmphidinium carterae. Il semble amorcer la divi¬ 

sion cellulaire mais inhiber la cytodierese. L’analyse ultrastructurale suggere que 
cette drogue agit au niveau des centres organisateurs de microtubules (MTOCs). 

Divers travaux biochimiques ont tente de determiner le mode d’action des 
carbamates. Pour certains auteurs, ils perturberaient la transcription de RNAsm 
(KE1TT, 1967). Rccemment, d’autres chercheurs ont montre que ces herbicides, 
en fait, reguleraient le niveau du Ca** cellulaire en favorisant la liberation de 
Ca** a partir des mitochondries (HERTEL and coll., 1979). Ils agiraient ainsi 
indirectement sur l'assemblage ou le desassemblage des proteines microtubulaires. 

L’auteur remercie Madame CERCUS, G. et Monsieur PRAT, P. pour leur pr^cieuse 
collaboration technique. 
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Abreviations utilisees sur les planches 

a amidon m mitochondrie nu : nucieoplas 
bf bases flagellaires mbn membrane nucleaire p : plastc 

canal mg masse granulaire P : pyreno'ide 
ch chromosome mt microtubule v : vacuole 
ci cinetochore n nucleole 

g golgi N noyau 



PI. I. Cellules d'Amphidinium carterae observecs en microscopie photonique : Cellules td- 
moins, fig. 1, x 1200. Cellules traitees (3-7 /Jg/ml de culture). Temps d’action 1 a 3 
jours, on remarque de grosses cellules parfois doubles (fig. 2, x 1400) dans lcsquelles on 
pcut discerner [’emplacement d’un noyau bilobe (fig. 3, x 1200). Temps d’action 3 & 
7 jours; des cellules triples (fig. 4, x 1200), quadruples (fig. 5, x 1400) et des chatnes 
(fig. 6, x 1200) sont visibles aans les cultures. 

Source: MNHN, Paris 



PI. II. Cellules d’Amphidinium carterae observees en microscopie electronique : Cellules 
temoins, fig. 1, x 7800. Cellules traitees par 1’IPC 9 /ig/ml pendant 5 heures. On remar- 
que dans les noyaux des sections de canaux et un chromosome en Y, fig. 2, x 7800. 

Source: MNHN, Paris , 



PI. III.  - Cellules d'Amphidinium carterae traitees par 1’IPC : 9 /jg/ml cult. Temps d'action : 
4-6 lieures. Plusieurs bases flagellaires sont visibles (fig. 1, x 18200). Pyrcnoi'de forme 
de 3 parties (fig. 2, x 13500). Noyau traverse par des canaux (fig. 3, x 9600). 

Source: MNHN, Paris 



PI. IV. - Cellules A'Amphidinium carterae traitees par 1’IPC : 9 /Jg/ml cult. Temps d’action : 
1 a 7 jours. Un noyau se situe entre deux cellules (fig. 1, x 11400), et parfois 2 noyaux 
dont run se trouve au niveau d’un pont cytoplasmiquc sont visibles dans une meme 
cellule (fig. 2, x 7700). 

Source: MNHN, Paris. 
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PI. VI. - Micrographics de coupes seriees de cellules d'Amphidinium carterae traitees par 
par 1'IPC : 9 fig/ml cult. Temps d'action : 16 heures. Portions de noyaux montrant un 
grand canal, des chromosomes dont certains sont en forme de W (fig. 2) et des groupes 
de deux «cinetochores». Quelques microtubules sont visibles (fig. 1 et 2, x 26000). 

Source: MNHN, Paris,. 



PI. VII, -Cellules d'Amphidinium carterae traitees pai 1’IPC : 9 /Ig/ml cult. Temps d’ac- 
tion : 14 heures. Des masses granulaires proches des chromosomes sont visibles dans 
des noyaux (fig., x 27200). Un cas rare ou des chromosomes «geants» ont etc observes 
(fig. 2. x 10200). Cellules d'Amphidinium carterae traitees par 1'IPC aprcs report dans un 
milieu normal (pendant 3 jours). Portion de noyau montrant un grand canal (c) et des 
chromosomes en V ou en «frident» (fig. 3, x 24800). 

Source: MNHN, Paris 


